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Analogues de 1« somatosta tins possgdant une liaison du type hydra- 
2lde et medicaments en contenant . 

La somatostatin est un tfitrad«ca peptide de struc- 
ture : • 



10 



20 



1 



Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys 

(les abreviations sont celles de 1'IUPAC - J. Biol. Chem. 1972, 
247, page 977) 

et qui inhibe les secretions endogenes d'hormone de croissance (GH) , 
d'insuline et de glucagon. Ce meme peptide rfidult egalement de 
fa S on notable les taux des secretions digestives. La demi-vie biolo- 
gique de la somatostatin est tres courte (4 rain environ), car elle 
est tree vite hydrolysee in vivo par des enzymes proteolytiques 
ou bien degrade par des aminopeptidases et des carboxypeptidases. 

C'est pour cette raison qu'un grand nombre d'ana- 
logues ont ete decrita par differents auteurs en vue d'obtenir soit 
des dissociations d'activite biologique ou bien une demi-vie biolo- 
15 gique prolonged; 

Les derives de la prSsente invention se caracte- 
risent par la presence d'une liaison de type hydrazide a la place 
de la liaison amide habituelle entre deux acides amines. 

- Ceci se traduit pour les nouvelles molecules 
par une mellleure resistance a la proteolyse, car ce type de liaison 
n'est pas reconnu.par les enzymes proteolyses responsables de la 
degradation biologique rapide in vivo. 

- Une autre consequence particulierement impor- 
tante concern, la dissociation des activity biologiques presentees 

25 par les nouvelles molecules par rapport a la somatostatin prise 
comme produit de reference, aussi bien au niveau de ^inhibition 
des trois hormones de base impliquees dans le dlabete (insuline, 
glucagon et GH) qu'au niveau de 1' inhibition des secretions diges- 
tives. 

- Un autre avantage non negligeable de ces pro- 
duits se situe au niveau de I'accsssibilite chimique. En effec, ces 
composes sont des nonapeptides et, par vole de consequence, sont plus 
faciles a preparer que la somatostatin (14 acides amines). 



30 



2522655 



Ces produits r£pondent a la formule g£n£rale : 



H-Cy9-X 1 -X 2 -(D) Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Cys-OH (I) 

dans laquelle X x ou X 2 reprSsentent un groupe de type -NH-A, dans 
lequel A dSsigne un reste decide a-aminfi et, de prSfSrence -NH-Phe, 
c'est-a-dire le groupe -HN-Ml-CH-CO- 

CH 

C 6 H 5 

Ces composes sont toujours utilises sous forme d'un 
sel d'addition comme le chlorhydrate, le sulfate, phosphate, acetate, 
aalate, citrate, bcnzoate, succinate, ascorbate. . . Ces sels pourront 
fitre obtenus en dissolvent le compose dans l'eau et en presence de 
deux equivalents d'aclde et en souniettant ensuite l'ensemble a une 
lyophilisation. Le sel d'addition prefer est l'ac«tate. 

Les produits (I) ont 6t6 synthettses selon la 
technique de synthase en phase aolide decrite par Merrifleld R.B. 
(J. Amer, Chem. Soc. 1961, 85, 2149-2154). 

Le support insoluble utilise 1 est un polymere a 
1 ou 21 de divinylbenzC-ne chloromdthyle , de telle fa S on qu'il poss:-de 
de 1 a 3,5 milliequivalents de chlore par gramme de resine. Les 
groupements chloromethyle peuvent fitre transformes en groupes 
hydroxymethyle par des methodes connues. Le peptide est lie au 
polymere par une liaison de type ester benzylique. 

Le premier aminoacide (aminoacide C-terminal du 
peptide) est fixe- sur la refine selon une methode connue, de prefe- 
rence celle de Marglin (Marglin, Tetrahedron Letter, 1971, 3145) 

L'aminoacide suivant dont la fonction amine pri- 
maire en a a 6t6 protegee par un groupe de type acyle ou urethanne 
est alors couple avec le premier aminoacide fixe sur la resine. 
Comme groupe protecteur de la fonction amine, on utilise de prefe- 
rence le groupe tertiobutyloxycarbonyle (Boc). 

Apres couplage, on elimine le groupe protecteur 
de la fonction amine primaire par une mSthode convenable. En parti- 
culier.dans le. cas du groupe Boc, on elimine le groupe protecteur 
par acidolyse de presence par l'acide trifluoracetique en solution 
dans le dichloromethane, en presence d 'agents protectees eels que 
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I'anisole, le thioanisole, l'Sthanedithiol ou le mercaptoSthanol. 

On rSpete ensuite les operations de couplage et 
de d6 protect ion avec chacun des amino acides suivants. Dans ie cas 
de la cysteine thiol, le groupement thiol doit etre prote*ge* par un 
5 groupe protecteur tel que benzyle, benzyle eubstitui, trityle, 
benzhydride, acStamidomSthyle (Acm). On utilise pre^rentielletnent 
le groupe Acm, Pour la lysine, la fonction amine en t doit etre 

prote"g£e. * 

On peut utiliser les protections dgcrites dans la 

10 literature. U protection prefe*rentiellement utilised ici Sera le 
groupe me*thylsulfonyle*thoxycarbonyle (Mac). 

Enfin, les essais effectufia ont montre" qu'il 
n'Stait pas ne*cesaaire de protSger la fonction alcooi de la threonine 
d f une part, et le noyau indole du tryptophane, d 1 autre part, 

15 Les aminoacides protege sont couple's par l'une 

des mSthodes connues, par exemple apres activation par le dicyclo- 
hexylcarbodiimide (DCCI) ou par formation d'anhydrides mixtes ou 
esters active's, PrSferentiellement, on utilise ici l'activation avec 
le DCCI en presence d'hydroxybenzotriazole (HOBT) dans un melange 

20 de dim^thYlformamide-dichloronigthane (1/1). Involution du couplage 
est suivie par le test a la ninhidrine (Kaiser E. et coll. Analyt. 
Biochem. 1970, 34, 595). 

Lorsque le peptide desire" a €t<* synthe*tise* sur 
la refine, 11 est clive* par une m^thode connue. On peut utiliser la 

25 mSthode du fluorure d'hydrogene qui ^limine en raeme temps certaines 
protections. On pre^ere utiliser ici la transestSrif ication par le 
methanol en presence de tridthylamine qui conduit a I'ester methy- 
lique du peptide protege\ Les protections Boc, Msc, ester mSthylique 
et Acm sont eniminSes successivement par les mSthodes habituelles, 
avant oxydation. 

30 Par exemple, on peut «lminer le Boc par l'acide 

trifluoroacStique, le Msc et l'eater mdthylique par traitement 
basique (aoude ou baryte par exempie) et I'Acm par un sel de mStal 
lourd (mercure ou argent). On ^limine* prSfSr entitlement les Acm par 
le nitrate d'argent et on r^gdnere les thiols par barbotage de sui- 

35 fure d'hydrogene. Parmi lea mfithodes de cyclisation dScrites telles 
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que l'oxydation par I'air, l'oxygfcne. l f iode, etc., on utilise pre- 
ferential lement le ferricyanure de potassium. 

Pour introduire la liaison hydrazide, le procede 
le plus aise cons is te a synthetiser au pr£alable 1 'ct-hydrazinoacide 
5 correspondant. Ainsi, l'acide (L)-cc-hydrazino-p-phenylpropionique 
peut etre prepare* selon la mdthode de Kazuo et coll* (Tetrahedron 
Letters, 31, 2701, 1975). Avant son introduction en sequence, la 
fonction hydrazine a £te* protegee par le groupement terfcdobutyl- 
oxycarbonyl (Boc). 

10 Les exetnples suivants illustrent I 1 invent ion aans 

en limiter la portee. 

HETHODES GENE RALES DE SYNTHESE 

EXEMPLE 1 



H-CyT-NH-Phe-Phe-(D)Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Cyfl-OH (CM 14.455) 

15 A) - Mise en place de la Boc-Cys(Acm)-OH sur la resine* 

17 g de polymere a 1% de divinylbenzene et suba- 
titue a 1,2 milliequivalent de chlore par gramme sont mis en suspen- 
sion dans 100 ml de dimethyl formamide et on ajoute 23,3 g de Boc- 
Cys(Acra)-OH. Apres 30 min, on ajoute 10 ml de triethylamine et agite 

20 72 h a temperature ambiante. La resine est alors fiitree, iavee 

trois. fois par du dimethyl formamide (DMF), trois fois par un melange 
alcool butylique secondaire-eau (3/1 vol/vol), trois fois par 
l'alcool butylique secondaire, puis quatre fois par du dichioro- 
methane. Apres sechage sous vide, on obtient une resine avec une 

25 charge de 0,55 mole d'aminoacide par gramme. 

B) 1) - Cycle^des^operationa^pou^ 

d^un_acide_cc-amin€ • 
L 1 introduction d'un nouvel acide amine comprend 
dans un premier temps une phase de deprotection selective a fin de 

30 liberer 1 'amine de I'aminoacide precedent qui va servir de point 
d'ancrage pour l'acide amine suivant. 

La deprotection est effectu£e par un traitement 
par l'acide trif luoracetique de la resine dans la cellule de travail. 
On effectue ensuite une aerie d'operations d lavage at neutrali- 

35 sat ion, puis on procede a la phase de couplage du nouvel arainoacide 
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suivie elle aussi d'operations de lavage. 

On est amenS a effectuer la cascade d 1 ope* rat ions 

sulvantes : 

V - Lavage par : acide trifluorace 1 tique/dichlorome* thane (A/6) 
5 contenant 57- d^nisote et 57. d'cSthanedi thiol e pendant 5 min 

(deprotection) ; 
2" - repetition de 1 "operation n' 1 pendant 25 min; 
3^ - lavage par le dichloro methane : trois fois. 2 mia; 
4* - lavage par l'alcool tertioamylique : une fois 2 min; 
10 5" - lavage par le dichlorome thane : trois fois 2 min; 

6* - lavage par une solution a 10% de N-ethyldiisopropylamine dans 

le dichlorome thane : trois fois 5 min (neutralisation); ' 
7" - lavage par le dichlorome thane : trois fois 2 min; 
8" -..lavage par l'alcool tertioamylique : une fois 2 min; 
15 9" - lavage par le dichlorome thane , : quatre fois 2 min; 
10° - couplage de 1 'amlnoaclde; 

11° - lavage par dime thyl f orma mi de- dichlorome thane (1/1) : deux fois 
2 min; 

12" - lavage par le dichlorome thane : une fois 2 min; 
20 13° - lavage par l'alcool tertioamylique : une fois 1 min; 
14° - lavage par du dichlorome thane : quatre fois 2 min. 

2) - Technigue_generale_de_cou^ 
a-amine. 

On agite pendant 15 min a 0°C le melange de 
25 3 equivalents d'aminoacide convenablement protege (par rapport au 
peptide accroche sur la resine), 3 equivalents de dicyclohexyl- 
carbodiimide et 3 equivalents d'hydroxybensotriazole dans un 
melange de dime thyl formaraide-dichlorome thane (1/1 vol/vol). La 
dicyclohexyluree forraee est eiiminee par filtration et lavee, 
30 puis le filtrat est introduit dans la cellule de travail, 

Si le couplage n'est pas terraine aprfcs 1 h 
(test de Falser) on rajoute U de N-e thyldiisopropyiamine dans la 
cellule; si le couplage n'est toujours pas termine apres 3 h, on 
repute les operations 7 a 10 du cycle en recouplant avec 1/3 des 
35 quantitea de re*actifs. 

Quand le couplage est termine, on effectue les 

operations 11 a 14 et on repart a 1" operation n^ 1 pour V introduc- 
tion de I'aminoacide suivont. 
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En effectuant success ivenent ces operations de 
deprotection et de couplage avec les aminoacides convenables eventuel- 
lement proteges dans leurs chalnes latfirales, a partir de la cysteine 
prot^g^e par un groupe acetacnidomethyle fixee sur la re*sine ainsi 
5 qu'indique au paragraphe A) , on obtient le peptide suivant fixe sur 
la rSsine : 

Msine-Cys-Phe-Phe-Thr-Lys-(D)Trp-Phe-Phe-NH-Cys-Boc 
i i 1 

Acm Mac Acm * 

C) - Liberation du peptide de son support . 

10 Lorsque t'ous les aminoacides ont £t£ introduits 

et que l'on vient de terminer X 'operation 14, on seche la r£sine. 
10 g de peptide re*sine sont mis en suspension dans 33 ml de dimethyl- 
formaraide et 66 ml de methanol; on ajoute 8 ml de triethylamine et 
on agite pendant 24 h a temperature ambiante. La resine est alors 

15 filtrde, lav6e au dimethyl formamide > au methanol puis au dimethyl- 
formaralde de nouveau. 

Lea filtrate sont evapores a sec sous vide et le 
r€sidu redissous dans le methanol puis le peptide precipite a 
1 'ether. 

20 On obtient ainsi le compose : 

Boc-Cys-NH-Phe-Phe-(D)Trp-Iys-Thr-Phe-Phe-Cys-0 CH 3 
Acm Msc Acm 

fa] D » -12,2" (c = 0,5 , DMF a 5% AcOH) 

D) - P_g protections . 

6 g du peptide precedent sont agites pendant 
35 min dans un melange forme de 60 ml de dicblorome thane , 70 ml 
d'acide trifluorace*tique, 5 ml d'dthanedithiolet 4 ml d'anisole. 
30 Puis le melange reactionnei est concentre sous vide a 20 ml envi- 
ron et verse dans un melange glace de 150 ml d 1 isopropanol et 50 ml 
d'ether. Apres 3 h au refrigSrateur, le peptide precipite est filtre, 
lave deux fois a 1 ' isopropanol , deux fois a l'ether et seche. On 
obtient ainsi sous forme de trifluoracetate : 



2522655 



7 

TFA, H-Cys-NH-Phe-Phe-(D)Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Gys-0 CH 3 
Acm Msc Acm 

[a] D » -9,2 (c ■ 1, dime*thylformamide a 5% d'acide ace*tique). 

5 S?6nt3_grotecteurs ; Msc^et_0 CH^). 

5 g du sel obtenu ci-dessus sont dissous dans 150 ml 
de dimgthylformamide addicionnfis de 15 ml de methanol. Apres refroi- 
dissement a 5~C, on ajoute 70 ml d'eau, puis en 15 min 43,5 ml d'une 
solution de baryte 0,46 N et on laisse remonter la temperature. - 
10 Apr&s 40 mln d'agitation, on refroidit a 10 C et fait barboter du 

gaz carbonique jusqu'a pU 7,5, puis on ajoute 90 ml d'eau et continue 
le barbotage jusqu'a pH 6,5. 

Le carbonate de baTyura est centrifuge* et lave* avec 
du dimethyl formamide. La solution est concentred sous vide a 20 ml 
15 environ et ajoute*e a 450 ml d'un melange acetate d'€thyle-£ther 
(2/1 vol/vol). Apr&s 1 h, le prdcipite* est filtre\ lave* a.l'iso- 
propanol, a i'gther et s£che\ 

On obtient ainsi le peptide : 

H-Cys-NH-Phe-Phe-(D)Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-€ys-OH 
20 ' Acm A cm 

» -7 (c « 1, dimethyl formamide a 5% d'acide antique). 
E) - Lib§ration_de^_tM^ 

£ i 92- - 3 1 2 S?l £y ES • 
3,80 g de peptide obtenu pr6c£demraent sont dissous 

25 dans 22 ml d'acide ace*tique dggaze* et on ajoute 190 mi d'eau distil- 
led de*gazed. On ajoute alors 28 ml d'une solution de nitrate 
d'argent 2 N et on agite pendant 16 h sous atmosphere d'azote. 

La solution obtenue est concentred a. siccite* sous 
vide; le r£sidu est cristallise* dans le methanol puis lave* avec un 

30 peu d'eau. 

Le sel d 'argent ainsi obtenu est alors dissous dans 
300 mi de dime*thylformaraide plus 10 ml d'eau et on fait barboter du 
sulfure d'hydrogene pendant 10 min a 5*C. Apres addition de 200 ml 
d'eau glaced, le sulfure d'argent est filiraine* par centrifugation. 
35 La solution est dlgazed sous vide et concentred a 100 ml, puis 
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dilute 6 7 1 par une solution 6 27. d'actde antique dans l'eau 
d«gaz<5e. Cette solution est ajoutee en 18 h a une solution de 5 g 
de ferricyanute de potassium et 15 g d'acState d'amraonium dans 4 1 
d'eau dfigazee. Le pH est maintenu a 6,9 par addition d'une solution 
d'ammoniaque 2 N. 2 h apris la fin de 1 'addition, le milieu reac- 
tionnel est acidifil a P H 5 par de l'acide antique. 

Les ions mStalliques sont Slimlnes par passage 
de la solution sur une colonne de rSsine Bio Rad AG 3 x A^4 
(forme H + ), puis le peptide est absorb* sur une colonne de refine 
Bio Rex 70. U colonne est lavSe par une solution a 2,57. d'acide 
antique, puis le peptide est 6U6 par lavage avec une solution 
d'acide antique a 70%. La solution eat ensuite eyaporSe sous vide 
puis lyophilisfie. 

Le peptide brut obtenu eat purifi6 par chroma- 
tographic sur Sephadex G 25 F en Sluant avec de l'acide antique 
30%, puis par chroma tographle de partition sur G 25 F par le sys- 
teme butanol-l/eau/acide antique 4/5/1 (vol/vol). La puretfi est 
vtritiie par chromatographie en couche mince et HPLC. 

On obtient ainsi : 

H-Cys-NH-Phe-Phe-(D)Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Cys-OH 
[a] - -43,5 (c " 0,5, acide antique a 50%). 

Analyse d'aminoacides conforme a la structure indiqude. Une seule 
tache en chromatographie en couche mince sur silice avec le systeme 
eluant : butanol-1 : 42, pyridine : 24, acide acetique : 4, eau : 30 
EXEMPLE 2 



H-Cy7phe"-HH-Phe-(D)Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Cys-0H (CM 14.472) 

A cm 

A partir de la Boc-Cys-OH fix«e sur la rfislne 
comma dans l'exemple 1 A), et en effactuant success ivement avec 
les acldea amines convenables les operations d'«longation et de 
de-protection ainsi qu'indiqud dans l'exemple 1 B), on obtient fix* 
sur la rfisine le peptide : 

Rdeiue -Cy 8 -Phe-Phe-Thr-Lys-(D)-Trp-Phe-ira-PHe-Cys-Boc 
Acta Mac Acm 
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Celui-ci esc libfirS de la rfisfne comme indique" a I'exemple I C) et 
conduit a : 

Boc-Cys-Phe-NH-Phe-(D)-Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Cys-0 CH« 
Aco Msc . Acm 

5 [a] D * -35.5' (c ~ 0,5, dime thy lformamide a 5% d'acide acetique). 

Aprfcs dgprotection acide comme dans I'exemple 1 D) 
1), on obtient le trifluoracetate : 

TFA, H-Cys«Phe»NH-Phe-(D)Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Cys-0 CH., 
Acm Msc Acm 

10 [a] D =» -29, V (c « 1, dimethyl forraamide a 5% d'acide acetique). 

Ensulte, par dgprotectlon baa i que comme indique 
dans I'exemple ID) 2), on about it a : 

H-Cys-Phe-NH-Phe-CDjTrp-Lys-Thr-Phe-Phe-Cys-OH 
i i 
Acm Acm 

15 [a] D » -19,6 (c - 1, di methyl forma raide a 5% d'acide acetique). 

Enfin, apres liberation des fonctions thiol et 
cyclisation comme indique dans i'exemple i E), on obtient CM 14.472. 

H-iys-Phe-NH-Phe-(D)-Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Cys-OH 

[a] D = -16,6 (c « 0,6, acide acetique a 33%). 
20 * h 'analyse d'acides amines est con forme a la struc- 

ture proposed. 

De plus, par chromatographic en couche mince sur 
plaque de silice avec le systeme eiuant : butanol-i : 42, pyridine : 
24, .acide acetique : 4, eau : 30 (en volume), on obtient une seule 
i5 tache. 

Les produits selon 1' invention ont &t& soumis a 
des essals biologiques, en particulier pour determiner leur action 
sur secretions d'hormone de croissance, d'insuline et de glucagon, 
ainsi que sur la secretion gastrique. 
30 L 1 inhibition de la .secretion des -hormones pancrea- 

tiques et de 1 'hormone de croissance (GH) a ete determinee in vivo 
chez des rats mflles Sprague Dawley de 200 a 220 g. Les dosages 
d'insuline, glucagon et d'hormone de croissance sont effectues par 
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les techniques radioimmunologiques. 

L 1 inhibition de secretion gastrique acide a fite* 
etudiee in vivo sur des echantillons de muqueuses gastriques 
isoiees de cobaye. 
5 Dans chaque cas, on a determine la concentration 

du peptide etudie qui inhibe de 50% la secretion hormonale ou muqueuse 
etudiee. 

Les rfisultats obtenus sont exprimes en*comparaispn 
avec ceux obtenus avec la somatostatine elle-meme auxquels a ete 
10 attribute la cotation 100. 





Insuline 


Glucagon 


GH 


Secretion 
gastrique 


Somatostatine 


100 


100 


100 


100 


CM 14.472 


inactif 


84 


263 


inactif 



15 Les peptides de la prSsente invention inhibent 

fortement la secretion d f hormone de croissance et, par suite, peuvent 

etre utilises dans le traitement de 1' acromegalic 

Par ailleurs, lis pjesentent une action inhibi- 

trice tres difference sur les secretions d' insuline et de glucagon. 
20 Ceci permet de les utiliser dans le control* du diabete sucre insu- 

lino ou non insulino dependant. 

Par ailleurs, ces produits ont peu ou pas d'action 

sur les secretions gastriques, ce qui reprfisente dans ce cas un 

avantage par rapport a la somatostatine. 
25 , Les produits selon ^invention ont une faible 

toxicity; dans aucun cas, lors des essais, les animaux n'ont inontre* 

de symptOraes alarmants. 

Les peptides de la pre*sente invention peuvent 6tre 

utilises en the*rapeutique par voie injectable, intraveineuse, intra- 
30 musculaire ou sous-cutanee. lis sont utilises en solution dana un 

solvent tel que le serum physiologique (solution saline isotonique) 
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ou dans un tampon tel que le tampon phosphate; la solution saline 
peut avantageusement avoir une concentration de 1 a 5% en poids. 

La posologie varie suivant les ef fets ch€rapeutiques 
recherchds et la gravity de l'affection a traiter. Elle doit Stre 
dSterminSe pour chaque patient; elle est en ge*ne*ral comprise entre 
0,1 et 10 rag de principe actif. 
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REVEND1CAT IONS 



10 



15 



1 - Analogues de la soroatostatine, caractSrisgs en 
ce qu'ils respondent a la Cormule : 

Cys-X 1 -X^-(D)Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Cys -OH (1 ) 

dans laquelle ^ ou X 2 reprSsentent un groupe de type -NH-A, dans 
lequel A de*signe un teste decide a-amine" et de preference -NH-Phe, 
c'est-a~dire le groupe -HN-NH-CH-CO- 

CH 

et les sels pharmaceutiquement acceptable de ces produits. 

2 - Medicaments utiles notanment pour lutter contre 
les maladies resultant d'un dereglement de la secretion, d'hormonee, 
d'insuline ou de glucagon, caracterisSs en ce qu'ils contiennent au 
moins un produit selon la revendication 1. 

3 - Medicaments selon la revendication 2, caracte- 
ris«s en ce qu'ils sont administrfs par vole injectable. 



